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2-Substituted 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-one compounds having the general formula 
which R represents a branched or unbranched alkyl group having 1 to 17 carbon atoms inclusive, a 
phenyl group optionally substituted by one or two lower alkyl groups, lower alkyloxy groups or halog* 
atoms, a phenylalkyl group, a lower alkyloxy group or a group -NHR<1> in which R<1> represents 
hydrogen, a lower alkyl, phenyl or cyclohexyl group, and pharmaceutically acceptable acid addition * 
of these compounds have an activity connected to the activity of gamma -aminobutyric acid (GABA) 
are indicated for use in the treatment of diseases which are connected to the faulty function of the G 
system such as epilepsy, Parkinsonism, schizophrenia, Huntington's chorea (hereditary progressive 
chronic chorea), diseases in which a faulty function of the pituitary hormone plays a role and cerebri 
arteriosclerosis. The compounds additionally exhibit potent analgesic and myotonic action. They are 
prepared by acylating compounds of the general formula in which R<2> represents an amino-protec 
group which is easily removable after acylation without affecting the acylated hydroxyl group. The 
invention also relates to medicaments which contain a compound of the formula I as active substanc 
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2-Substituierte 4,5,6,7-»Telrahydroisoxazoio(5.4-c|pyridin-3- 
on-Verbindungen mil der allgemeinen Formel 



0 
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CO 



n 
o 



m der R eine verzweigte oder unverzweigte ABcylgruppe mit 1 
bis 17 Kohfenstoffatomen einschliefllich. eine gegebenenfaJIs 
mit ein Oder zwei niederen Alkyigruppen. niederen AJkyloxy- 
gruppen oder HaJogenatomen substituierte Phenylgruppe. 
eine Phenylalkylgruppe, eine niedere Alkyloxygruppe Oder 
pine Gruppn -NHR\ (n der R' Wasserstoff. eine niedere 
AlkyK Phonyl- oder Cyclohoxylgruppe ist. riarr»li*lll. sowie 
pharmazeuUsch unbedunkliche Sauroadditionssai/ja dieser 
Verbindungen haben eine mit der 7-Aminobuttersaure 
(GABA) fn Verbindung stehende AkUvitat und besiteen eine 
Indikation zur Verwendung bei der Behandlung von Krankhei- 
ten, die mit der fehlerhaften Funktion des GABA-Systems 
zusammenhangen, wie Epilepsie, Parkinsonismus, Schizo- 
phrenia, Huntington's Chorea (Chorea chronica progressiva 
hereditaria). Krankheiten. bei denen eine fehlerhatte Funktion 
der Hypophysenhormone eine Rolle spielt und zerebrale 
Artenosklerose. Auflerdem zeigen die Verbindungen starke 



analgetische und myotonische Wirkung. Sie werden herge- 
slellt durch Acylieren von Verbindungen der allgemeinen 
Formel 



II 



H*4 



in der R a eine die. Aminogruppe schCStzende Gruppe darstelft, 
die nach der Acyttenjng leichtabspaltbar ist ohne die acyliarte 
Hydroxygruppe zu beeintrachngen. Die Erfindung betrifft fer- 
ner Arzneimittel. die eine Verbindung der Formel I als Wirk- 
stofferrthalten. (31 45 473) 
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Patentanspruche 

1 ; 2-Substituierte 4, '',6, 7-Tetrahydroisoxazolo 
pyriain-3-on-verbinduiigen der allgemeinen Formel 




in der R eine verzweigtc? oder unverzwei gte Alkylgruppe 
mit 1 bis 17 Kohlenstof Tatomen etri.schlieRlich, eine Phenyl- 
gruppe, die gegebenenfa I Is mil 1 cxler ? Uruppen, ausge- 
wahlt aus niederen Al ky I Rruppen, n iederen a I kox yftruppen 
und Halogenatomen substituiert isi, eine Fheny lalkyl- 
grupj^e, eine niedere Alkyloxygruppe oder eine Gruppe 
-NHR t in der R 1 Wasserstoff, eine nieder Alky]-, Phenyl - 
oder Cyclohexyl gruppe bedeutet, und der en pharmazeutisch 
unbedenkliche Saureadditlonssalze . 



2 # Verfahren zur Herstellung von Verba ndun^en der Formel I 
nach Anspruch 1, sowie deren iJurinstzeutisch unbedenkliche 
Salze, d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t f daft 
man eine Verbindung der al 1 Mome I twn Formel 



0 
fl 




LI 



in der R eine Schutzgruppe fur die Aminogruppe ist, die 
leicht entfernbar ist, mit einem reaktiven Deri vat einer 
S&ure der Formel R-CGOH, in der R die genannte Bedeutung 
hat, umsetzt und anschlieBend die Schutzgruppe U 2 abspal- 
tet und die Verbindung der Formel T als freie Bane oder in 
Form eines pharmazeutisch unbedenklichen Saureaddi tions- 
salzes isoliert. 

< 
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3, Arzneimittel, enthaLtend als Wirks1;off einer Verbin- 
dung der allgemeinen Komie l 1 n<jch Anspruch 1 oder ein 
pharmazeutisch unbedenkliches ^/alz daxm> zusammen mit 
einem tiblichen pharmazeutischen Trager oder Excipientetu 

4- Arzneimittel nach Anspruch % dadurch g e- 
kennzeichnei:, daft es zusatzlich eine kleinere 
Menge sines Tranquillizers oder Neurol eptikums enthalt. 
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2-Substi-tuierte 4, 5, 6, 7-Tetrahydroisoxazolo [B, 4-cJpyri- 
din-3-on-Verbindungen, Verfahren zu ihrer Herstellung 
und diese enthitende Arzneimittel 
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Beschreibung 

Die Erflndung betrif ft bisher nicht bekarurte Verbindungen 
der allgemeinen Formel 

0 



in der R eine verzweigte oder unverzweigte Alkylgruppe mit 
1 bis 17 Kohlenstoffatomen einschliefilich, eine Phenyl - 
gruppe, die gegebenenf nils rait 1 oder 2 Gruppen, ausgewahlt 
aus niederen Alkylgruppen, niederen Alkyloxygruppen und Halo- 
genatomen substituiert ist t eine Phenylalkylgruppe, eine 
niedere Alkyloxygruppe oder eine Gruppe -NHR 1 , in der R 1 
Wasserstoff, eine niedere Alkyl-, Phenyl- oder Cyclohexyl- 
gruppe 1st, darstellt f sowie deren pharmazeutisch unbedenk- 
liche Saure additions salze, von denen gezeigt werden konnte, 
dafi sie eine mit ^-Aminobuttersfiure (GABA) in Verbihdung 
stehende Wirkung haben und zur Verwendung zur Behandlung 
von Krankheiten indiziert sind, die mit einer fehlerhaften 
Funktion des GABA-Sy stems in Verbindung stehen, wie Epi- 
lepsie, Parkinsonismus, Schlzophrenie , Huntington's Chorea 
(Chorea chronica progressiva hereditaia), Krankheiten, die 
auf der fehlerhaften Funktion von Hypophysenhormonen be- 
ruhen und zerebraler Arteriosklerose. 

Darilberhinaus * zeigen die Verbindungen starke analgetische 
und myotonische Wirkuhgen. 

Die Verbindung 4, 5, 6, 7-Tetra-hydro-isoxazolo |5,4-<£]pyridin- 
3-ol (im folgenden kurz THIP bezeichnet) hat, wie gezeigt 
wurde, eine Aktivitat, die in Beziehung zu GABA steht, wie 
dies z.B. in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 78 100 191.2 
beschrieben 1st. Sie hat jedoch eine relativ kurze Wirkungs- 
dauer und auch einige Nebenwirkungen. 
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ErfindungsgemaB wurde Uberraschenderweise gefunden, daB 
Verbindungen der Formel I und wie Ihre pharmazeutisch un- 
bedenklichen SSureadditionssalze eine mit GABA in Verbin- 
dung stehende Aktivitat gleicher GrBBenordnung besitzen, 
wie dies bei der Verbindung THIP der Pall 1st und einige 
der neuen Verbindungen gemSfl der Erfindung zeigen sogar 
eine verlfingerte Wirkung, verglichen mitTHIP. Darliberhin- 
aus zeigen diese Verbindungen ausgeprBgte analgetische und 
myotonische Wirkungen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin neue Arzneimittel , die als 
Wirkstoff eine Verbindung der Formel I Oder ein phannazeu- 
tlsch unbedenkliches Saureadditionssalz davon enthalten. 

Die Erfindung umfaBt auch ein Verfahren zur Herstel.lung der 
Verbindungen der Formel I und Verfahren zur Beharidlung von 
Krankheiten, die mit der fehlerhaften Funktion des GABA-Systems 
in Verbindung stehen, ein Verfiiren zur Erleichterung von 
Schmerzen wechselnder Etiologie und ein Verfahren zur Behand- 
lung von mytonischen ZustSLnden (z.B. zur Induzierung der 
Muskelerschlaf fung oder zur Behandlung \on Muskelkrampfen oder 
muskulSrer Krampferscheinungen) . 

Die Auadrlicke "niedere Alkylgruppen" und *hiedere Alkoxygruppen" 
umfassen solche Gruppen, die 1 bis 6 Kohlenstof fatome ein- 
schlieBlich haben. 

Beispiele pharmazeutisch unbedenklicher Salze von Verbindungen 
der Formel I sind Salze mit anorganischen Sauren, z.B* Hydro- 
chloride, Hydrobromide , Nitrate, Sulfate, Phosphate und der- 
gleichen oder mit organischen Sauren, wie Acetate, Propionate, 
Glycolate, Malonate, Maleate, Succinate, Fumarate, Tartrate, 
Citrate, Oxalate, Benzoate, Pamoate, Methansulf onate, Athansul- 
f onate, Benzolsulf onate, Toluolsulf onate und dergleichen, wobei 
diese Salze durch an sich bekannte Verfahren hergestellt war- 
den kBnnen, z.B. durch Zugabe der fraglichen Saure zur Base, 
vorzugsweise in einem LBsungsmi tte 1 „ 
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GemfiB clem erf indungsgemaiien Verfahren wird etne Verbindung 
i der allgemeinen Formel 

0 

. // 




in der H eine Schutzgruppe fUr dLe Aminogruppe 1st, die 

leicht entfernbar ist, mit einera reaktiven Oerivat einer 

SSure der Pormel R-COOH, wobei R die genannte Bedeutung 

2 

hat, acyliert, wonach die Schutzgruppe R abgespalten 
wird und die Verbindung der Formel I als freie Base oder 
al3 pharmazeutisch unbedenkliches SSureadditionssalz iso- 
liert wird. 

Wenn R eine -NHR 1 -Gruppe ist, hat sich als besonders vor- 
teilhaf t erwiesen f als reaktives Deri vat ein Isocyanat 
der Formel R -N=C=0 zu verwenden. 

Als Schutzgruppe R werden vorzugsweise Gruppen verwendet, 
die ansdiLieflend leicht abgespalten werden konnen, wie Al- 
kyloxycarbonylgruppen. Vorzugsweise wurde eine Substitu- 
tion mit tertiSr-Butyloxycarbonyl gruppen angewendet geiaafl 
dem Verfahren von Tarbell et al> in Prod .Nat. Acad. Sci. f 
Bd. 69(3), Seite 730, 1972. 

Die N-Acylierung gemafi dem erfindungsgemaBen- Verfahren wird 
in tlblicher Weise in einem organischen LSsungsmittel bei 
RUckflufltemperaturen durchgefiihrt. 

Einige der Ausgangsstof fe der Formel II werden zweckmaflig 
durch Umsetzen von 4, 5, 6, 7-tetrahydroisoxazolo [B^^cjpyri- 
din-3-ol (im folgenden als THIP atogekllrzt) mit einem Di- 
alkyldicarbonat, vorzugsweise ditertiSr-Butyldicarbonat 
hergestellt. Nach der Acylierung geroSfl der Erfindung • 
Wird die Schutzgruppe R 2 gegebenenfalls unter mildeii Be- 
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dingungen, wie kontrollierter Hydrolyse abgespalten. 

2 carbonyl 
Wenn R eine tertiar-Butyloxvigruppe ist, kann sie zweck- 

mSflig durch Reaktion rait wasserfreier Trifluoresaigsaure 

bei etwa 0°C entfernt werden. 

Das erfindungsgeniaBe Verfahren wird durch die folgenden 
Arbeitsbeispiele erlautert, die jedoch nicht ais Be- 
schr&nkung dienen sollen. 

Beispiel 1 

3-Hydroxy-6- ( t-butyloxy carbonyl ) -4 ,5,6, 7-tetrahydroisoxazolo 
[5 , 4-cJpyrldin ( t-BOC TH3 P) . 

Es warden 11,1 g THIP x HBr in 50 cm' Dioxan und 25 cm 5 
Wasser suspendiert. Durch Zugabe von 4,0 g NaOH in 25 cm' 
Wasser unter Eiskiihlung wurde eine klare LBsung erhalten. 
Es wurden danach 11 ,0 g Di-t-butyldicarbonat zugefugt und 
die Temperatur auf 25°C steigen gel as sen. Das Gemisch 
wurde weltere 1,5 Stunden heftig gerUhrt. Danach wurde n.. 
300 cm' Athylacetat und 100 cm' Wasser zugesetzt und der 
pH-Wert der waBrigen LQsung auf^ 3,0 mit einer KHSO^- 
LOsung e ingest el 11:. Die AthylacetaLphase wurdu abgetrennt 
und mit 2 x 25 cm' Wasser gewaschen, liber wasserfreiera 
Magneslumsulf at getrocknet und das Losungsmittel abge- 
dampft, wobei 11,8 g (90 %) Produkt zurlickblieb, 
F. 134-136°C, IR (KBr ) : ^^2400-3200 (breite, komplexe 
Banden), ^V c=0 1690 cm"" 1 . 

BelSTiel 2 

2-Benzoyl-4, 5 , 6 ,7-tetrahydroisoxazolo {5 , 4-cj pyridin-2-on 
und dessen Oxalat. 

Es wurden 2,4 g t-Butyloxy carbonyl - THIP mit 2,5 g Benzoe- 
saureanhydrid in 40 cm' CHCl^ 13 Stunden unter RUckfluft- 
bedingungen erwarmt. Die organische Losung wurde mit eis- 
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gekllhlter 0,1 m-Kaliumaa'rbonatl8sung (2 x 25 cm ) gewaschen, 

firfi t ro ck xx© "t 

Uber wasserf relem MagnealumaulTal^ und das Chloroform abge- 
dampft. Das zuriickbleibende 01 wurde In 20 cm* 5 eines Gemisches 
ausAther und n-Hexan im Verhaltnis 1:1 gelSst. Nachdem eine 
Weile gertlhrt und gekilhlt wurde, fiel 2-Benzoyl-6-(t-butyloxy- 
carbonyl)-4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo j5,4~c]pyridin.-3--on aus. 
Ausbeute: 1,3 g (38%). F. 126-128°C. 

Dieses Produkt wurde zu 10 cm^ eisgeklihlter wasserf reier 
TrifluoressLgsriure zuftofUgt. Das Geml3ch wurde gerllhrt, bis 
die Entwicklung von Koiilendipxld aufgehort hatte. Uberflils- 
sige TrifluoressigsSure wurde abgedampft und das erhaltene 
fll wurde in einigen Kubikzentimetern trodenem Ace ton gelSst. 
Es wurden 2 g wasserfreie OxalsSure in 10 cra^ trockenem 
Ace ton zugefugt. Unter Ruhren und Ktlhlen fiel das Oxalat 
von 2-Benzoyl-4, 5,6, 7-tetrahydroisoxazolo ^5, 4-c]-3-on aus. 
Ausbeute: 89 %. F. 210-21 3°C (Zersetzung) . (Gefunden: 
C 53,22; H 4,45; N 8,08; fUr C 15 H 14 N 2 0 ? berechnet: C 53,89; 
H ^,23; N 8,38 %). 

Beispiel 3 

2-Acetyl-** ,5,6, 7-tetrahydroi soxazolo |_5 , 4-c\pyridin-3-on 
und des sen Oxalat. 

Es wurden 7,2 g t-Butyloxycarbonyl-THIP unter RUckfluflbedin- 
gungen mlt 5,0 g Essig3aureanhydrid in 50 cm"' Chloroform 
2 Stunden erhitzt. Es wurde 2-Acetyl-6-(t-butyloxycarbonyl)- 
4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo j5,4-c]pyridin-3-on als 01 in 
einer Ausbeute von 6,4 g (76 %) durch Saulenchromatographie 
(Uber Silicagel 60 "Merck") nach Elution mit einem Gemisch 
aus Ather und CH 2 C1 2 im Verhaltnis 1:3 isoliert. Die t- 
Butyloxycarbonylgruppe wurde wie gemaG Beispiel 2 abgespal- 
ten, wobei 73 % des Oxalats erhalten wurden. F. 177-1 78°C 
(Zersetzung) (Gefunden: C 44,32; H 4,70; N 10,58; fUr 
C 10 H 12 N 2°7 oerechnet: C 44,12; H 4,45; N 10,29 %) . 
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Beispiel 4 

2-Isobutyryl-4, 5,6, 7-tetrahydroisoxazolo [5,4-c) pyridin-3-on 
und dessen Oxalat. 

Das Zwischenprodukt, 2-Isobutyryl-6-(t-butyloxycarbonyl )- 
4, 5,6, 7-tetrahydroisoxazolo ^5, 4-c]pyriiLn--3-on wurde gemaB 
Beispiel 3 hergestellt und isoliert in einer Ausbeute von 
82 F« 118-1 19°C. Die t-Butyloxycarbonylgruppe wurde geinfiQ 
Beispiel 2 abgespalten und es vurden 94 % Ausbeute des Oxa- 
lats erhalten. F. 174-176°C (Zersetzung) (Gefunden: C 47,72; 
H 5,50; N 9,45; fUr C 12 H 16 N 2 0 ? berechnet C 47,99; H 5,38; 
N 9,33 %). 

Beispiel 5 

2-Carbamoyl-4, 5 , 6 , 7-tetrahydroisoxazolo £5 , 4-c} pyridin-3-on 
und dessen Oxalat. 

Zu einer Suspension von 3,2 g Kaliumcyanat in 50 cm' CHpClg 
wurde eine Losung von 4,0 g Trifluoressigsaure in 50 cm 5 
CH 2 C1 2 bei 0°C zugefiigt. Es wurden langsam unter Kuhlen 4,8 
t-Butyloxycarbonyl-THIP, gelSst in 100 cm 5 CH 2 C1 2 zugefiigt* 
Das Gemisch wurde welter bei Raunitemperatur 0,5 Stunden ge- 
riihrt. Das gesamte Reaktionsgemisch wurde der Saulenchroraa- 
tographie unterworfen, ohne dafl CH 2 C1 2 verdampft wurde. Es 
wurden mit 10 % Methanol in Ather k 9 S g (81 %) 2-Carbamoyl- 
6- ( t-butyloxycarbonyl ) -4 , 5 , 6 , 7-tetrahydroisoxazolo [5 $ 4- o] 
pyridin-3-on eluiert. Ausbeute: 4,6 g (81 %) . F. 129-131°C. 
Die t-Butyloxycarbonylgruppe wird gemaB Beispiel 2 abge- 
spalten, Ausbeute: 87 tf.des Oxalats. F. 209-21 0°C (Zer- 
setzung) (Gefunden: C 39,48; H 4,24; N 15,31; fiir CgH^N^ 
berechnet: C 39,56; H 4,07; N 15,38 %) . 

Beispiel 6 

2- (N-M ethyl carbamoyl ) -4, 5, 6, 7-tetrahydroisoxazolo [5 t 4-c"] 
pyridin-3-on und dessen Oxalat. 



314S473A1J_> 



.1. J^.l'O 3145473 

E3 wurden 4,8 g t-Butyloxycarbonyl-THIP mit 3,0 g Methyl- 
isocyanat in 50 cm 3 CH 2 C1 2 1,5 Stunden untei^RUckfluBbe- 
dingungen erhitzt. Das Lbsungsmittel wurde abgedampft. Die 
zurUckbleibende feste Substanz wurde mit kaltem Isopropyl- 
ather gerUhrtp wobei 5,4 g ( 91 96) 2- (N-Methyl carbamoyl )- : 
6-(t-butyloxycarbonyl)-4, 5,6, 7-tetrahy±*cdsoxazol6 [5,4-cJ- 
pyridin-3-on von F. 1 34-1 35°C . erhal ten wurde. Die t-Butyl- 
oxycarbonylgruppe wurde geinafl Beispiel 2 abgespalten, wo- 
nach 90 % des Oxalats erhalten wurden, F. 168-169°C (Zer- 
setzung) (Gefunden: C 41,60; H 4,74; N 14,43; fUr C 10 H 13 N 3 0 7 
berechnet: C 41,81; H 4,57; N 14,63 %)• 

Beispiel 7 

2-(N-Cyclohexylcarbaraoyl)-4, 5,6,7-tetrahydroisoxazolo |5, 4-cJ - 
pyridin-3-on und dessen Oxalat. 

Es wurden 3,6 g t-Uuty I oxycarbony L-THIP mit 1,9 g Cyclo- 

hexylisocyanat in 50 cn^ CH 2 C1 2 2 Stunden unter RUckflufl- 

bedingungen erhitzt, Der groBte Teil des CH 2 C1 2 wurde ver- 

dampft uind durch Zugabe von n-Hexan fiel 2-N-Cyclohexyl- 

carbamoyl )-6-( t-butyloxycarbonyl ) -4 , 5, 6 , 7-tetrahydroisoxa- 

zolo/5,4-c]pyridin-3-on aus. Ausbeute: 4,8 g (88 %) 9 i«\ 92-94°C, 

Die t-Butyloxycarbonylgruppe wurde gemaB Beispiel 2 abge- 

spalten, wonach 87 % des Oxalats erhalten wurden. 

F. 204-205°C (Zersetzung) (Gefunden: C 50,53; H 6,17; 

N 11,45; fUr C 15 H 21 N 3 0 ? berechnet: C 50,69; H 5,97; N 11,8396). 

Beispiel 8 

2- (N-Phenylcarbamoyl )4 , 5 , 6 , 7-tetrahydroisoxazolo jb , 4- c] pyri- 
din-3-on und dessen Oxalat. 

Es wurden 4,8 g t-Butyloxycarbonyl-THIP, 2,1 Triethylamin und 
2,5 g Phenyl isocyanat in 50 cm* 5 trockenem Tetrahydrof uran 
1,5 Stunden unter RUckfluBbedingungen erhitzt. Das flilchtige 
Material wurde abgedampft und das zurUckbleibende Ol wurde 
in 100 cm 5 Ather gelcDt. Aus der LBsung fiel 2-(N-Phenyl- 
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carbamoyl^ -6- ( t-butyloxycarbonyl )-4 , 5 , 6 , 7-*etrahydrolsoxa- 
zolo'L5,4-.c)pyrldln-3-on aus. Ausbeute : 4,9 g (68 96). 
P. 152»154°C. 

Die t-Butyloxycarbonylgruppe wurde geniBB Beispiel 2 abge- 
spalten und ergab 90 % Ausbeute des Oxalats. F. 21**-218°C 
(Zersetzung) (Gefunden: C 52,02; H 4,40; N 12,01; fur 
C 15 H 15 N 3°7 berechnet: C 51,57; H 4,54; N 12,03 'X). 

Die Verbindungen von Formel I wurden nach den genormten 
zuverlassigen Testraethoden geprlift, die im folgenden be- 
schrleben werden. 

Isoniazid-Anta^xAsmus 



MSnnliohe Mause, 20 - 25 g 
Isoniazld 300 oig/kg subkutan 
Macrolon-Kafige Typ II 

Doslerunp und Verfahrensweise 

Die Versuchsverbindung wird intraperetonial in der Dosierung 
0, 1/2, 1/8 und 1/32 der intravenBa ermittelten LD 5Q liijlzlert. 
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Im Fall von unlOslichen Substanzen / die Dosierungen O t 1/4 f 
1/16 und 1/64 dor intra pen* Gonial bestimroten Dosierungen LD^q 
verwendet. 

Es wurden fUr jede Dosierung 5 MSuse vawendet. 

Unmittelbar nacb der Verabreichung der Versuchssubstanzen wurden 
300 mg/kg Isonlacidjsubkutan in;)iziert. Diesa Dosis Isoniacid in- 
duziert unterbrochene tonische clonische Krfimpfe innerhalb von 
60 Minuten. 

Die Berechnungen wurden durchgefiihrt im direkten Verfahim "on 
line" am Terminal einer Datenverarbeitungsanlage. Die Ergebnis- 
se wurden als prozentualer Zeitanstieg wahrend des Auftietens 
der Krfimpfe wiedergegeben und zusatzlich wurde die letzte Dosis 
berechnet 9 die elnen wesentlichen Effekt zeigt (MED - minimale 
wirksame Dosis), berechnet mittels des Van der Waerden-Tests. 

Die EP 5Q wird als diejenige Dosis in mg/kg bestimmt, die diese 
Zeit um 50 % anstelgen laflt. 

Gitterschockversuch bei Mausen 

MSnnliche MSuse , 20 - 23 g. 

Das Mausergitter besteht aus einem KSfig aus unzerbrechlichem 
Kun3tstoff glas mit dnem Boden aus Drahtgitter und einem Deckel 
aus dem Kunststoffglas f auf welchem ein Mikrophon angebracht ist f 
das fiir die Frequenz von Mauseschreien empfindlich ist^ Ein Sti- 
mulator mit einem Potentiometer mit Motorantrieb bringt eine 
Reihenfolge von Quadratwellenirapulsen mit kontinuierjich anstei- 
gender Stromstarke (in Milliampere) auf das Gitter auf. Di e H&u- 
figkeit der Impulse betragt 20 Zyklen/sek. fUr die Dauer von 
5 Millisekunden. Die Stromstarke in Milliampere wird auf einen 
digitalen Amperemeto? wiedergegeben, das mit dem Stimulator ver- 
bunden 1st. Die Aktivierung des Mikrophons durch MSuseschreie 
schneidet die Stromstarke ab und die letzte Stromstarke er- 
scheint auf dem Milliampermeter. 
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Dosierung und Verf ahrensweise 

Die Testsubstanz wird intrapere tonial in den Dosierungen 
1/2, 1/4 und 1/8 der intravenBs bestimmten I*D^ 0 verabreicht* 
Bei unloslichen Substanzen werden die Dosierungen 1/4, 1/8 
land 1/16 der intraperi tonial bestimmten LD^q verwendet. 
5 Mause werden fiir jede Dosierung gebraucht. Jede Mats dient 
als Ihre eigene Kontrolle. 

Vor der Verabreichung der Testsubstanz werden die Tiere 
(jewells eines gleichzeitigjauf das Gitter gesetzt und die 
Schmerzschwelle wird durch Ansteigen der Intensitat der 
StromstSrke bestimmt, bis die Maus schreit. Die Schmerzschwelle 
kann auf dem Milliamparemeter abgelesen werden* 

15 Minuten und 30 Minuten nach der Verabreichung der Test- 
substanz werden die Mause erneut getestet und die Schmerz- 
schwelle gemessen. Aufierdem kann die Testsubstanz nach 
der oralen Verabreichung in den Dosierungen 1 t 1/2 und 1/4 
der intra venSs bestimmten LD«j 0 geprllft werden und die Schmerz- 
schwelle wird vor und 30 Minuten nach Verabreichung bestiramt* 
UnlBsliche Test substanzen werden oral in den Dosierungen 1/2 f 
1/4 und 1/8 der intraperetonial bestimmten LD^ 0 getestet. 

Die analgetische Wirkung 1st vorhanden, wenn die Schmerz- 
schwelle Uber den Wert vor der Dosierung (Kontrollwert ) 
erhoht 1st, Die Resultate werden als prozentualer Anstieg 
der Schmerzschwelle wiedergegeben, berechnet auf der Basis des 
Kontrollwertes. Die Registrierung kann auch direkt auf der 
Datenverarbeitungsanlage ("on line") erfolgen. In diesem Fall 
warden die LochkarteninstruktioS^und die Lochkarten selbst auto- 
matisch erzeugt und die Ergebnisse werden als minimale wirk- 
same Dosis (MED) nach dem X-Test von van der Waerden aufgezeddrot. 

Bestimmung der Bindung von H-CABA an die Gehirnmembrane der 
Ratten 
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Ratten im Gewicht von 125 - 200 g 

0,32 m-Saccharose (taglich frisch hergestellt) 
10 % Triton X-100 

0,05 n-Tris-Cltrat- Puffer (pH 6,8) 
6,05 g Trisma ^ (Base) 
3,502 g Citronensaure . H 2 0 auf 
1 Liter Wasser 

3 H-GABA » Aminobuttersaure , ^/-2,3- 5 H(N) (etwa). 

35 Ci/mmol (New England Nuclear) 
(taglich auf 1 mit Wasser verdUnnt). 

Ve r f ahrenswei se 

A, Preparierung der Membrane 

Ratten wurden durch einen Schlag auf den Kopf getotet, 
ausbluten gelassen und die Gehime entfernt und in eis- 
kalter Salzlosung gelctihlt. Nach dem SpUlen und Wiegen 
wurden zwei Gehirae zusammen homogenisiert in Aocm^ eis- 
kalter 0,32 m-Saccharosel6sung unter Verwendung elnes 
Homogenisiergerats mit Motorantrieb und einem Pistill 
aus Teflon (6 Bewegungen auf und nieder, Drehung mi* 
langsamer Geschwindigkeit) . 

Die Proben wurden 10 Minuten bei 900 g zentrifugiert und 
anschlieflend wurden die Uberstehenden PlUssigkeiten 20 Minu 
ten bei 17 000 g (4°C) zentrifugiert. 2u Jedem erhaltenen 
Pellet wurden 20 cm* 5 Wasser zugegeben und die Proben wur- 
den 30 Sekunden homogenisiert (Ultra Turrax), Nach Zugabe 
von weiteren 10 cm' Wasser wurden die Proben 2D Minuten bei 
8 500 g (A°C) zentrifugiert. 2/3 der Uberstehenden Fltlssig- 
keiten wurden verworf en und der hellbraune obere Teil des 
Pellets wurde von Hand aufgewirbelt. Diese liber stehende 
FlUssigkeit wurde 30 Minuten bei 37 500 g (4°C) zentrifu- 
giert. Der Pellet wurde 1 Minute in 10 cm 5 Wasser homoge- 
nisiert (Ultra Turrax). Die Probe wurde in 2 Glaser ver- 
teilt und es wurden weitere 25 cm^ Wasser zu ^eder Probe 
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gegeben. Jedes Glas enthielt nun Membranen aus einem Gehirn 
in 30 cm' Wasser. Diese Proben werden 30 Minuten bei 37 500 g 
(4°C) zentrifugiert und die Pellets anschlieflend in Aceton/ 
COg gefroren f verkorkt und bis zum Gebrauch in gefrorenem 
Zustand gelagert (wenigstens Uber Nacht). 

B> Vorbehandlung der Membrane 

An demjenigen Tag, bei welchem die Me s sung en durchgefiihrt 
werden, wird der Pellet: in Aceton/Trockeneis 20 Minuten 
gefroren und 25 cm' tfasser werden vor der Horaogpnisierung 
(Ultra Turrax) 1 Minute lang zugegeben. Es werden 25 cm' 
einer 0,05 n-Trls-CitratpufferlBsung und 0,250 cnr einer 
10 %igen LBsung eines oberflachenaktiven Mitt els Triton 
X-100 zugegeben und die Probe wird 30 Minuten bei 37°C 
bebrtltet und danach bei 37 500 g 20 Minuten lang (4°C) 
zentrifugiert. Die Ubersteheide Fltlssigkeit wird verworfen 
und der Pellet wird in 0,05 n-Trls-Citratpuf ferlBsung sus- 
pendiert (75 Sekundsn iin Ultra Turrax) bis zu einer Konzen- 
iration von 30 mg ursprllnglichem Naflgewicht je cm'. Die 
Suspension wird 20 Minuten bei Raumtemperatur stehenge- 
lessen und danach auf Bis aufbewahrt. 

C. PrUfung der Bindekraft 

m 

Es Werden in Jeweils 2 InkubationsrBhrchen auf Eis 780 mm 
Wasser, 200 mm' des in Wasser gelBsten Arzneimittels , 2Q mm' 
einer LBsung von 1 pMol'H-<3ABA (Endkonzentration von 'h-GABA 
im RBhrchen = 10 nMol) sowie 1000 mm' der Membransuspens^on 
eingefUllt. Nach dem Inkubieren 5 Minuten auf Eis werden die j 
bei 31 000 g 18 Minuten lang zentrifugiert. Die Uberstehende 
Fllissigkeit wird verworfen und der Pellet wird sorgffiltig 
mit 3.x 5 cm' eiskaltem Wasser gespUlt. Uberschllssiges Was- 
ser wird sorgfaltig mit weichem Papier abgewlacht. Es wird 
1 cm' Soluene350 zugegeben und die Proben werden 30 Minuten 
bei 37 C inkubiert, Es werden 10 cur Instagel oder Lumagel 
mit einem Gehalt von 10 cm' Essigsaure Je Liter zugefilgt und 



3145473A1 I > 



; \-Jk-\ : 3U5473 

die Radioaktivitat wird durch einen FlUssigkeits-Szintilla- 
tionazShler gemessen. Die unspezif ische Bindung von H-GABA 
wird durch Inkubieren der Proben mit 1 mMol GABA bestimmt. 

Jede Meflreiha besteht aus 8 Doppelmessungen (1 Vergleicha- 
messung, 1 Probe mit 1 raMol GABA und 1 bis 2 Reihen Test- 
verbindungen in 3 bis 6 Konzentrationen) . 

Es wurden die Mittelwerte von Kontrollen und 
Proben mit 1 mMol GABA berechnet. Die gemessenen cpm-Werte 
wurden gegen die Arzneimittelkonzentration auf halhloge- 
rythmischem Papier aufgetragen und die am besten passende 
S-formfee Kurve gezeichnet. Die IC 50 -Werte wurden als die- 
jenlgen Konzentrationen bestimmt, bei denen die Bindung 
50 % der gesamten Bindung minus der unspezif ischen Bindung 
betrug. 

Die erhaltenen Ergebnisse Bind in der folgenden Tabelle I 
aufgeftlhrt, wobei die Versuchssubstanzen durch die Nummer 
des Beispiels bezeichnet sind, welche die Herstellung der 
jeweiligen Substanz beschreiben. 

Die entsprechenden Versuchswerte fUr THIP sind als Ver- 
gleichawert angegeben. 



•J'abeile I 



Test- 
substanz 


IsonLazld- 
Antagoni sinus 


Muuti&j Ller- 
a chock 


5 tl-UAliA-Uindung IC^q 


Beispiel 2 
" 3 

n 5 

» 6 
i. 7 

THIP 


schwacher 
Effekt 

5,8 

1.3 

2,1 

1,3 


ke in 
EJ'fekt 

> 


2,0 . id" 7 
> 10"^; 

1,9 • 10" 7 
2,7 . 10" 6 
U, 3 • 10" 7 
1,7 • 10" 7 



Die Verbindungen von Formal I und die nicht-toxischen Saure- 
additionssalze dieser Verbindungen kSnnen Tieren, wie Hunden, 
Katzen, Pferde, Schafe ader dergleichen einschliefllich Menachen 
sowohl oral wie parenteral verabreicht werden und kSnen 
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beiapielaweise in Form von Table tten, Kapaeln, Pulvern, 
Sirups oder in Form von den Ublichen aterilen Lttsungen 
$0 ftlr Tnjektionazwecke angewendet werden. Ergebniaae nach 

St'l- dar Anwendung beim Menachen waP^aehr auasichtareich. 

Am zweckmSfligaten werden die Verbindungen der Formal I 
oral in Doaierungaeinheiten, wie Tabletten oder Kapaeln 
verabreicht, wobei Jede Doaierungaeinheit ein nicht toxi- 
shea Additionaaalz einer der Verbindungen uiit einer Sfiure 
in einer Mange von etwa 5 bia 100 rag, Jedoch am meiaten 
bevorzugt von etwa 10 bia bO wg enthttlt, berechnet ala 
freiea Amin, wobei die geaaiate tagliche Doaia gew&hnllch 
von etwa 20 bia etwa 200 rag reicht. Die genauen Einzel- 
dosierungen sowie die taglichen Doaierungen in beaon- 
deren Fallen werden natUrlich nach bewahrten wedlzlni- 
achen Grundaatzen unter Anleitung einea Arztea beatinunt. 

Bel der Herstellung von Tabletten wird ineiatena der Wirk- 
atoff mit gewdhnlichen Adjuvantien, wie Maisat&rke, Kartof- 
felatarke, Talkum, Magnesiumatearat, Gelatine, Laktose t 
Gumnen oder dergleichen veriuiacht„ 

Venn die Verbindurig der Forme 1 i In Form dea freien Aiuina 
vorliegt, iat vorzugaweiae ft eine hBhere Alkylgruppe mit 
8 bis 17 Kohl ens toff a towen einachiieBlich, wobei die £u- , 
bereitung vorzugaweiae in Form el tier 8 LI gen Lttaung fUr 
In^ektionazwecke vorliegt und aolohe USaungeii h&ui'ig einen 
aehr verlfingerten KiTekt aul'weiatm, verglichen mit der 
©ntsprechenden nicht veresterten Vebindung. 

Typiache Beiapiele von Forruulierungen fUr Arzneimittel , die 
2-Carb«e£-4A^7- tetrahydroisoxazolo[5, pyridin-3-on (abge- 
kUrzt Lu 18-028) ala Wlrkatoff enlhalten, sind die folgenden: 

1." Tabletten uiit 10 mg Lu 1U-028, berechnet ala freie Baae 
in Form dea Oxalats: 
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Lu 18-QPH: 
Lactose: 
. Kartoffelstfirke: 
Gelatine: 

- r" 

Talkma: 

2. Kapseln enthaltend Je Kapsel: 

* Lu 18-028; ?5 ,j,g 

Lactose: 40 mg 

Magnesiums tea ra L: 0/; mg 

Jedes andere pharuiuzeu lische IUJ fswittel zur Tabletierung . 
kann verwendet werden unter der Vorausseteung, dafi diese 
Stoffe mit dern Wirkduff vertr&glich sind, und zusStzliche 
Zubereitungen und Uoslerungsiormen kdnnen ahnlich denjeni- 
gen sein, die gegenwartig fllr Neuroleptika, wie Thiothixene, 
Clopenthixol oder Flupenthixol , in Gebrauch sind. Auch 
Koinbinationen der Verblndungen von Formel I sowie ihre 
nicht-toxischen Saureadditionssalze mit anderen Wirkstoffen, 
inabesondere anderen Neuroleptika, Thymoleptika, beruhigungs- 
mlttei oder derglelchtm l'alieu in den fclrf lndungsbere Ich. 

. Wie vorher erv/ahnt ist bei der lsolierung der Verbimlungen 

von Forinel I in Form einea iJaureaddi tionssalzes die Saure 4 

vorzugsweise derart ausgewah.lt, daf'3- sie ein Anion ent;htilt t 

das nicht-toxiach ist und pharmakologisch unbedenklich iat, 

wenigstens in gev/ohxilichen therapeutiachen Doslerungen. 

Representative Saize, die in dleser bevorzugten Gruppe ein- 

geschlossen, sind. Hydrochloride, Hydrobromide, Sulfate ■ , - 

Acetate, Phosphate, Nitrate, Methansulfonate, Ethansulfonate, 

Lactate, Citrate, Tartrate oder bitartrate, Embonate und 

Maleate der Amine von Foriuel I. Andere Sauren sind ebenfalla 

geeignet und konnen gegebenenfa'J is verwendet werden* Bei— 

spiele hierfiir sind: Fumarsaure, BenzoesSure, Ascorblnsaure , 

Bernsteinsaure , Salicylsaure f BismethylenaaLicylsaure , Propion. 

saure, Gluconsiiure, Apf elsUui'e , Malonstiure , Mandelsaure, 

Zlmtsfiure, /StearinaSure, Palmltins&ure , Itaconsaure, Glycol- 
i Citracons&ure 
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10 nig 
M mg 
7* mg 
2 mg 
8 mg 
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s&ure, Benzolsulfonsaure und Sulfaminsaure, die ebenfalls 
als salzbildende Sauren fUr die Additionssalze verwendet 
werden kBnnen. Wenn es gewilnscht 1st, eine erf indungsge- 
maSe Verbindung in Form der freien Basen zu lsolleren f kann 
dies nacb iiblichen Verfahrensweisen erfolgen, wie durch 
LOsen des isolierten oder nicht-isolierten Salzes in Nasser, 
Behandeln mit einem geet^neten alkali schen Material* Extra- 
hieren der f reigesutzten freien Hmsb init einem geeigneten 
organischen Losungsmittel, Trocknen des fclxtrakts und Ver- 
dampfen z ur Trockne oder f raktioniertes Destillieren, 
uid das freie basische Amin zu iaolieren. 

Die Erfindung urafaflt auch ein Verfahren zur Ltnderung, 
Erleichterung, Milderung oder Ilemniung der Manif estationen 
bestimmter physiologisch^psychologischer Anomalien von 
Tieren durch Verabreichen einem lebenden Tier, einschlieB- 
lich dem Menschen, einer angemessenen Menge eine Verbin- 
dung der Formel I oder elnes nicht-toxi schen Saureadditions- 
salzes davon. Eine angemessene Menge wiirde von etwa 0,5 mg 
Ms etwa 20 mg/K5rpergev/icht je Tag von etwa 20 mg bis 
etwa 200 mg Tag bei der oral en Verabreichung betragen. 

Die Erfindung ist nicht auf die genauen Details der Her- 
stellungs verfahren oder auf die genaue Verbindung oder 
Zubereitungen geraaB dem Beispielen beschrankt . Offensicht- 
liche Anderungen und Aquivalente Bind dem Kachmann er- 
sichtlich. 
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